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グリコチアミンの酵素的生成
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生体内でク Vアチンが生成される生化学的機序は Borsook，Dubno妊メ1)くりくりくり Bloch， 
Schoenheimer，(5)(6)くりくり Vigneaud等。)(10)(11)の研究により， アルギニンからグリシンヘアミ
デン転移反応が行われてグリコチアミンが生成される反応と，このグリコチアミンがメチ.-}レ
イ七されてクレアチンを生成する反応とから成り立つことが明らかにされているO しかし，アミ
ヂン転移反応によるグリコチアミン生成の酵素的研究は僅かに Borsook等仰により報告され
“ ているのみである。 
Borsook等くりはラツテ腎臓皮質の組織切片またはホモグネ{トをアルギェン・グリシン混液
に作用させ， 誠験液中に残存するアルギニンをノ".-ムチツト吸着法 (12)により除去した吸着残
余液の坂口反応陽性物質を定量して酵素的グリコチアミン生成実験を行った。しかし，斯様に
して測定された坂口反応陽性物質がすべてグリコチアミンであるとの確証は為されなかった。
従って，著者は酵素の基質特異性に注目し， 新たにグリコチアミン水解細菌酵素(1りを利用し
て家兎腎臓皮質ホモゲネ{干による酵素的グリコチアミン生成実験を行L、，ブルギニンとグリ
シンとからはグリコチアミンのみが生成されることを確認すると共に，アミヂン転移反応に関
するこ，三の検討を試みたので報告する。
実験之部 3グリコチアミシ水解細菌酵素
工基質 前報(13)に報告せるグリコチアミンのみを C及び 
グリシノL・グリシン(融点2050C)，グリシノL・ア N源として増殖せしめて分離Lたグリコチアミン水
スパラギン(融点 1320C)， アセチ~}L-・グリシン 解性土壊菌の浮瀞液を用いた。この菌浮活字液2.0ml
100晩で1，pH7を0ml1.グリコチアミン100M/ははいずれC)2170(融点:/1)!L-，チトC)2040(融点
も教室保存の標品を使用した。 %水解した。 
旬 E 酵素 E 実験方法 
1，家兎腎臓皮質ホモゲネート 試験液は特記しない限り下記の如く調製し，た。実
撲殺後射出せる家兎腎臓の被膜を剥離し，髄質を 験温度は 370C
除去したのち，皮質に M/50燐酸塩混液 (pH7)を M/40アルギニシ 1.0ml 
加え， Potter-Elvehjemのホモジナイザーにて磨 M/.1Oグリシユ/ 1.0ml 
砕し，燐酸塩混液を以って腎皮質の 5倍量に稀釈 7.Kまたは諸種添加化合物 1.0ml 
し，遠心してその上清を流水中に 3日間透析して用 家兎腎臓皮質ホモゲネート 2.0ml 
し、た。 M/lO燐酸塩混液 5.0ml 
2アルギナ{ゼ、 実験は後述の如く 3段階にわけて行ったが各段階
透析豚肝自家消化液を用いた。この肝アルギナー ともすべて、トルオールを重畳した。なお盲検として
ゼ1.0mlは M/100アルギニシ 1.0mlを pH7，2時 は基質液の代りに水を加えた。
聞で 100%水解した。 先ず第 1段反応として上記組成の試験液を 370C 
e 
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に放置したのち，試験液 200m!を 10%三塩化酢酸 遠心上清にて坂口反応を行った。これらの皇色を 
300m!にて除蛋白し前報(13)記載の如く操作して坂 町2000アAギニジ基準呈色液と比較し，坂口反応陽
口反応を行った。次いで，第二段反応として 1000C， 性物質残存率(アルギニ Yとして算出した。図工の 
10分間加熱して酵素作用を中絶せしめた第一段反 曲線はこれを示す〉を求めた。しかし，同濃度のア
応試験液 400m!に肝アルギ、ナー ゼ、1.0mlを加えて ノLギニンとグリコチアミンとでは坂口反応呈色の濃 
370Cにて 3時間放置し残存アルギニンを完全に分 さを異にするため，生成グリコチアミ y量の計算に
解消失せしめ，その 200m1を三塩化酢酸 200m1に は M/2000グリコチアミン基準液で、の呈色試験を同時
て除蛋白後坂口反応を行った。更に第三段反応とし に行ってその吸光系数を補正に用いた。実験成績に
て1000C，10分間加熱して肝アルギナ{ゼ作用を中 記載せるグリコチアミン生成率とは初期アルギニン
絶せしめた第ご段反応試験液 2.0m1にグリコチア 量に対する生成グリコチアミン量の百分比を云い，
ミy水解性土壌菌浮説液 200mIを加え 1晩放置し 図表中に()を以って記した。
L200m!たのち三塩化酢酸 を加えて除蛋白 その，
、 
第 I図
。ト¥ 
b雰4¥ご量二¥芝 晶 
9(}r .........唱ご-~・~ー一-一一一←
 
I -、私、ー ーー ーー ーー ーー ーー 一ー ーー ーー 一-ー やー-
ノ
l -h~『『~』一一一『ー 』ー町一一・司』一世ー --
ト ーー ーー 一一ー 一一可伊
坂! 
口
f i t - -h HM 
9 -凸V 
• 
10 
一 ←一一一一一一一ー 一一一一一ー 一一一一一一一一一一回一一一一 一←一 一。。拶 2 4 6 24 
実験時間 
370C~ pH 7，トルオ戸 lt-重畳
実験成績 た実験では坂口反応陽性物質が時間と共に増加して
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アミヂシ転移反応によ明アルギエシ・グリシシ いる。更に，第三段反応にてグリコチアミン水解性
混濁から生成された坂口反応陽性物質の検討。 菌浮激液を作用させると，肝アルギ、ナーゼで分解さ
アルギニン・グリシン混液に家兎腎臓皮質ホモゲ れぬ坂口反応陽性物質は完全に分解された0> 従つ
ネートを作用せしめたのち，前記の如く各反応毎に て，肝アルギ、ナーゼ作用後なお認められた坂口反応
坂口反応を行いその呈色度の消長を検討した。その 陽性物質はグリコチアミンであることが確認され
結果は図工及び表 1の如く，第一段反応にては実験 た。
開始時-に比べて時間と共に坂口反応による呈色は減 また基質としてアルギニシまたはグリシンのみに
弱した。第二段反応にてアルギニジを完全に分解し 家兎腎臓皮質ホモゲネ{トを作用させた後に認めら
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れた肝アルギナ{ゼで水解されずグリコチアミシァ1'< :yのみを用いてアミヂシ基受容体を加えぬ場合とほ
解性菌浮激液で、分解される坂口反応陽性物質生成量 ぼ等しかった。
は表示の如く極めて僅かであった。
表 2 アノレギ、ニンより諸種アミノ酸への
表 1 アミヂシ転移反応
実験|アミデ Y基受容-アミノ酸発li}]コ区三 
グ リ シ ミノ 17.0% 
α- ア プ ユノ 1.1 
I セ
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リ
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長諸種アミノ酸終濃度 M/lOO， 
基質|実験時門I-~~.段 段一 第 呈
1:7":，Wi!.Ih:tI=lJJ呈色度| 色 度 
-、-、 2時間 92.8% '0.5%アグ
Lリ 4 88.8 9.1 (10.7問時J。1.0 6 86.0 11.5 3.3(1シー
94.2 0.4 ( 0.5 ) 1.4 
4 92.9 1.0 (1.2 ) 0.2 
6 90.7 1.4 (1.7 ) 0.6 
三/ 2.0 (2.3 ) 。86.6 
段度
24 
グ、 0.5 0.4 (0.5 ) 0.2 
三色
2 
4
莞呈  
り 
6 
1.7 0.5 (0.6 ) 0.3 
シ 2.2 0.7 (0.8 ) 1.4 
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家兎腎臓皮質ホモゲネートによるグリコチアミ
シ生成の歪趨酸度。
家兎腎による酵素的グりコチアミシ生成の至適酸
度は図E の如く pH7である。
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370C，pH 7，18時間， トルオー ノL重畳。
チトルリシ十アシモエア+グリシシよりグリコ
チアミシ生成の可能性。
，チトルリシ+硫Y }]アルギニンの代りにチト;]"
安またはチトノ1，，}]Y十ア yモニアを加え家兎腎皮質
ホモゲネ{トによるグリコチアミシ生成を検した
が，その結果は表3の如く，坂口反応陽J性物質の生
凡ョ
コチアミン生成平
U 
lOf 
卜白廿Tチグ
(23.Gタ¥j) ，~~ - . 成は殆んど見られなかった。('r'/ t~nゾ 1Jふ-JQム・υ/()) 
r/.~. 
 表 3 ル「一-リチ リ生グシとミソア ノト hJh のシ成
y
(11.4%) 
曜f [グ戸子アミ?アミヂン基供与体持 生成率 
(4.2%) 
6 7 
一一一L←___j
8 
一一_L 
9 
pH 
37'C. 18時間，ト )Vオー ノν重量
アルギエシ.k1J諸種アミノ酸へのアミヂシ転移
反応の可能性。
アミヂン基受容体としてグリシシの代りに αー 及
びトアラニ Y，セリン，ロイシン， ジジン， ヒス
，チヂゾ，グルタミシ酸及びアスパラギ、ン酸を加え，
アノLギ、ニシからこれらアミノ酸ヘアミヂン転移が行
われるかを検討した。その結果は表 2の如く， グP
シシ以9.トで、は肝アノLギナーゼで分解されぬ坂口反応
陽性物質の生成量状甚だ僅微で，その量はアルギニ
I 
ア ;]" ギ シ 16.0% 
チ ト ノ1" リ y 0.5 
ア ;]" ギニ y 13.6 
E チトルリシ十ア yモ二ア 0.5 
チトルリシ+硫 安 0.5 
普アミヂシ基供与体終濃度はし、づれも M/iOO， 
370C，pH 7，18時間， トノレオー ル重畳 
アルギエシからグリシシ・ベプチ Fへのアミヂ
シ転移反応。
グリシシの代;りにグリシノ1"'.グリシシ， グリシノL 
・アスパラギンまたはアセチルグリシシを加えても
表 4の如くグロコチアミシの酵素的生成が認、められ
た。なお， アルギニ Y とグリシンの混合モ1]"比を
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1: 1から 1:2に増すとグリコチアミ γ生成率は増 ン酸， グノLタチオ:;/，サノLコシ:;/， グレアチユ/， グ
す。 レアチェ Y，グリコチアミヂユ/，塩酸ペタイ:;/，塩
表 4 グリシ yペプチドによる 化コリ γまたは ATPを加えて酵素的グリコチアミ
グPコチアミシ生成 シ生成実験を行った。その結果は表 6の如く，これ
ら化合物を添加してもグリコチアミシ生成率には特
|グリコチアミゾ
アミヂ y基受容体とその終濃度|生 成 率 記すべき影響が認められなかった。
グ リ シ :;/ M/400 
グ リ シ :;/ M 1~OO 
グリシ;1--・グリシソ，MI壬00-
グリシ;1--・グ Pシ:;/ M 1800 
22.8% 
25.5 
表 6 諸種化合物添加の影響 
24.0 伽加;l lHHコA
19.9 添加化合物日 y斗明ぞり|生成 ノノ 
| 
チオニン I 9叫 12.7%21.6 
|生成率グリシノL・アスパラギ::;/ 1¥ n張。11
アセチ~Jl-グリシソ MI初日 
18.7 
370C，pH 7，20時間， トルオー ノL重畳
アミヂシ転移反応に及ぼす諸種ピタミシの第響
アルギニ:;/，グリシ y反応系に B1，ピリドキサミ
シ，ピオチ:;/，バジトテン酸 Ca，葉酸または B12を
加えて酵素的グリコチアミ y生成実験を行い，アミ
ヂy転移反応に及ぼすこれらピタミシの影響につい
て検討した。その結果は表5の如く，諸種ビタミン
を添加するもグリコチアミン生成率には認むべき愛
化が見られなかった。
表 5 諸種ピタミシ添加の影響 
W-. -'-_ _ ." ~ I~" "_-<1ピタミ yを
実|添加ピタミ Y 加えぬ時のと|計三ずl
1 1:'、-:
ミン生成率 
~ _ M.. 'Mb .， =>c;!グリコチア
験|その終濃度|生成率i
tIV. B1 0.5叫 Imll.25例 28.0% 
Iピリドキサミ:;/ MI州制2 I45.1 
E 
ビ オ チ 三ノ MI刈 13.9 
バシトテヅ酸 Ca川 13.7 14.4 
IV 
A+ピオTチPシM(/同ーと〉 
5000 
バY トテ+シA酸TPCa(
(向上〉 同上〉
15.7 
1i15.9 
16.7 
V 
葉
V. B12 
酸 
14.8 
15.1 
試験液組成: l¥I140アルギニン1.0ml十1'1[140グ
リシ γ 1.0ml十諸種ピタミ γ 1.0ml +水また
は 1¥1/500 ATP1.0 ml +酵素液 2.0ml +緩衝
液 4.0ml。
 
370C，pH 7，18時間， トノレオ{ノレ重畳

アミヂシ転移反応に於ける謹種化合物添加の第
響。
アルギニン，グリ‘シ y反応系にメチオニ:;/，チト
ルリン，システイン，クロー ;1.-アセチ-;1.-グルタミ
ステイシ r 45.1 1 45.1 
チトルリソ I 12.7 
1I1-一←一一一一一一一一一!一一←一一 13.1グロールア チーレ|
ノノ R 半グ司;1--タミ ン昨季| 13.0
百 lグルタチオ:;/I19.3 I 22.2 
塩酸ベタイン 1 11.3 1 
v I~一 一一一一!一一一一一~I 
塩化コリ γ12.4 1 
12.7 
サルコシソ I 9.5 
グレアチ γI 
VI I 
クレアチこ:;/! 
10.2 
9.9 
10.2 
グリコチアミギ:;/ 11.0 
17.7 17.2 
発添加化合物の終濃度はし、づれもl¥l11000'但し 
ATPのみ M/5000， 
370C，pH 7，18時間， トノレオー ル重畳
考、按 
Borsook等(3)がラツテ腎臓皮質を用いて行った酵
素的グリコチアミ y生成実験で、は，試験液中に残存
するアルギニシをノミームチツトに吸着させて除去し
た検液にて坂口反応を行い生成グリコチアミンを測
定した。しかし，アルギニソ・グリコチアミシ混液
中よりアルギニシのみを選訳的に吸着除会すること
は容易ではなし、。従って， Borsook等によって行
われた報告・で、は，アルギニンからグリシンへのアミ
ヂン転移反応で、生じた坂口反応陽性物質がすべてグ
リコチアミンであることはB幸吉Eしていない。
このため，酵素の基質特異性を利用して，アノLギ
ニシからグリシンへのアミヂン転移反応により生成
せるグリコチアミシの定量には共存するアルギ、ニシ
を肝アルギナーゼにより水解除安L，残存する坂口
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反応陽性物質がグリコチアミシたることをグリコチ シの代りにチトルリンを加えても特記すべき坂口反
アミ Y水解細菌酵素を用いて証明する ζ とが妥当で 応陽性物質の生成を認めなかった。 Borsook等が
ある。その実験結果は図工及び表1に於ぞ示せる如 チトノLリンから酵素的にグリコチアミン生成を認め
くアルギニシからグリシンへのアミヂン転移で生成 たとの報告は，チトル 9~ と供試腎ホモゲネ{トに
される坂口反応陽性物質はグリコチア ξ ンなること 由来するアシモニアとからアルギニンを生成する反
を確認した。また，盲検として行った透析ホモグネ 応が前駆したるものと解せらる。従って，アミチ、ン
{トのみの実験では認むべき坂口反応陽性物質の生 転移反応は専らプルギニシからグリシンヘ色まれる
成を見なかったが，アルギニ yまたはグリシ yのみ ものと思われる。
を基質とするとグリコチアミンが僅かに生成される また酵素的グリコチアミ ン生成実験に於てアルギJ
を認めた。これは Borsook等の云う如くホモゲネ 二人 グリシ yの混合モノL比を 1:1から 1:2にす
ートが酵素実験中にアウトリーゼによりグリシ y]え るとグリコチアミン生成率は増す。グリシ〉その代り
びアノLギニ γを遊離して，これがグリコチアミ γの にグリシノL・グリシ yを用いてもグリコチアミン生
生成に関与したものと考えられる。なおj諸種の強 成率は僅かに増す。アルギニ Yとグリシル・アスパ
さの肝アルギナ{ゼをアルギニシ・グリシン混液に ラギ γ またはアセチールグリシンとのそル比1:1
作用させたが， グリコチアミソの生成は全く認めら では生成率は和、少し、。これはグリシシペプチドが水
れなかった。この成績はアミヂソ転移酵素はアパギ 解されて生ずるグリシ yがアミヂン化を受けること
ナーゼとは異ること，及びアミヂン転移の機序は単 を示している。
に発生期の尿素がグリシシと結合するにあらざるこ なお，酵素的グリコチアミ y生成実験に於て，賦
とを示すものである。 活剤としてピタミン B 1，B12，ピリドキサ主人葉
アルギニシからグリシシへのアミヂン転移反応に 酸，ビオチン，ノミントテシ酸を加えても，またメチ
よるグリコチアミジの酵素的生成実験に於て，アミ オニン，チトルリシ，システイン，クローノLアセチ
ヂγ基受容体としてグりシンの代りに α及びp・ア ールグルタミシ酸， b.llr タチオシ，塩酸ベタイ~，
ラ二九セリン，ロイシシ， リジン， ヒスチヂジ， 塩化コリン，サノレコシン，グレアチ~，グレアチニ
グルタミシ酸またはアスバラギン酸を加えたが，残 ン， グリコチアミヂシ， ATPを加えてもグリコチf
存アルギニン除去後の生成坂口反応陽性物質は認め アミ y生成率には認むべき愛化を示さなかった。
られなし、。また，アミヂシ基供与体としてアルギニ
線 括 
1. アルギニンからグリシンへのアミヂン転移反応で生ずるグリコチアミンの同定並びに定
量にグリコチアミン水解細菌酵素を用いて，家兎腎臓皮質ホモゲネ{トによるグリコチアミン
生成を証明した。 
2. アミデン転移酵素の至適 pHは 7である。 
3. アルギニンからのアミヂン転移反応は専らゲリシンへ行われ，他のアミノ酸はアミヂン
基受容体となり得なし、。 
4. グリシJレ・グリシンとゲリシル・・アスパラギンは水解後アミヂン化を受ける。 
5. 諸種ピグミンは賦活剤となり得なし、。
本研究は文部省より赤松教授に与えられた科学研究費によって行われた。終始御懇篤なる御指
導を賜わった赤松教授に対し深甚なる謝意を表します。
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